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) L'invention concerne relimination des prions 
(ATNC) dans la preparation de collagenes et les 
collagenes ainsi obtenus. 

Le but de l'invention est de foumir un pro- 
cede pour la preparation de collagenes, d'orl- 
gine animale ou humaine, garantissant une 
elimination complete et fiable des prions, tout 
en preservant le plus possible la structure et les 
proprietes du collagene. 

Ce but est atteint a I'aide d'un procede pour la 
preparation de collagenes selon lequel on sou- 
met le collagene a un traitement alcalin, carac- 
terise en ce qu'il comprend les etapes 
consistant a : 

— extraire les tissus collageniques ; 

— solubiliser le collagene ; 

— eliminer les debris tissulalres ou cellu- 
laires presents dans la solution de collagene 
obtenue ; 

— soumettre le collagene en solution filtree a 
un traitement alcalin ; 

— isoler le collagene exempt de risques de 
transmission d'ATNC. 
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L'invention concerns ['elimination des risques de 
contamination des produits biologiques d'extraction 
par des Agents Transmissibles Non Conventionnels 
(ATNC), encore appeles "prions". Elle concerne plus 
particulierement un precede garanUssant I'elimina- 
tion des prions pour la preparation de collagenes, 
destines notammenta la fabrication de biomateriaux. 

Les risques de contamination des produits biolo- 
giques d'extraction par des Agents Transmissibles 
Non Conventionnels (ATNC) font actuellement I'objet 
d'etudes approfondies. Ces risques ont ete conf irmes 
chez plusleurs especes animales et chez I'Homme. 

En ce qui concerne les especes animales, la 
tremblante du mouton existe dans les elevages de- 
puis plusieurs centaines d'annees. Depuis 1986, au 
Royaume-Uni, une epidemie d'Encephalite Bovine 
Spongiforme (BSE) touche les bovins et plus de 70 
000 cas ont ete rapportes a ce jour. L'hypothese au- 
jourd'hui retenue pour expliquer cette epidemie ca- 
tastrophique de BSE serait I'utilisation de farines de 
viande de moutons contamines, provenant des equa- 
rissages britanniques, dans I'al I mentation des jeunes 
veaux. Cette hypothese semble indiquer la possibilite 
de passage d'une espece a une autre, meme par voie 
orale, ce qui evidemment a des consequences au 
moins psychologiques et mediatiques pour ce qui 
concerne les risques de transmission a I'Homme. 

Chez I'homme, une maladie degenerative 
comparable et mortelle est connue depuis des dizai- 
nes d'annees. II s'agit de la maladie de Creutzfeldt- 
Jakob (CJD), dont la prevalence dans le monde est 
d'environ 0,6 cas par million d'habitants. La CJD est 
stable a ce niveau depuis qu'elle est identif lee et re- 
censee ; elle ne semble pas en rapport avec les cas 
de tremblante du mouton ou d'epidemie de BSE. Ce- 
pendant, I'incubation tres longue de ces maladies, 
pouvant atteindre plusieurs dizaines d'annees, ne fa- 
cilite pas les etudes de correlation ou les observa- 
tions isolees, et renforce les doutes et I'interet des 
mesures de prevention. 

Des cas de transmissions accidentelles de CJD 
a I'Homme ont ete rapportes. La maladie de Kuru, for- 
me de symptomatologie voisine de la CJD, restreinte 
a certaines trlbus anthropophages de Nouvelle Gui- 
nea, a disparu depuis que les rites de prelevements 
et de consommation des cerveaux d'ancetres de- 
funts ont ete abandonnes, grace aux decouvertes et 
a I'action du Dr GADJUSEK. Des cas de transmission 
de CJD ont ete rapportes en neurochirurgie chez des 
malades ayantete au contact d'instruments contami- 
nes, mal sterilises (BERNOUILLI et coll., 1977 FON- 
CIN et coll., 1980 WILL et coll., 1982), ou ayant recu 
des greffes de cornee ou de dure-mere prelevees sur 
des cadavres (DUFFY et coll., 1974 PRICHARD et 
coll., 1992 ; MASULO et coll., 1989 ; MIYASHITA et 
coll., 1991 ; NISBET et coll., 1989 ; POCHIAR1 et 
coll., 1992). Des transmissions aux neurochirurgiens 
ou a leurs collaborateurs ont ete decrites egalement 



(SCHOENE et coll., 1981 ; MILLER, 1988 ; SITWELL 
et coll., 1988 ; GORMAN et coll., 1992). 

Par ailleurs, I'utilisation d'hormones extraites 
d'hypophyses humaines et de tissus nerveux asso- 
5 cies a entralne plusieurs dizaines de cas de contami- 
nation d'enfants traites pour nanisme, par I'hormone 
de croissance (POWELL- JACKSON et coll., 1985 ; 
KOCH etcoll., 1985 ; GIBBS etcoll., 1985 ; TINTNER 
et coll., 1986 ; CROXSON et coll., 1988 ; 
10 MARZEWSKI etcoll.. 1988 ; NEW et coll., 1988 ; MA- 
CARIO et coll., 1991 ; FRADKIN et coll., 1991 ; BU- 
CHANAN et coll., 1991 ; BROWN et coll., 1992 ; BIL- 
LETTE DE VILLEMEUR et coll., 1992) et de deux 
femmes traitees pour sterility par des gonadotrophi- 
15 nes (COCHIUS et coll.. 1990). 

A ce jour, seul le tlssu nerveux est reconnu par 
I'unanimite des experts comme source majeure, si- 
non exclusive, d'ATNC. De nombreux autres tissus 
humains ou animaux sont utilises dans I'industrie bio- 
20 logique et, pour I'instant, aucun tissu non nerveux n'a 
ete a Torigine d'une transmission d'ATNC documen- 
tee et confirmee. Des doutes existent sur les risques 
de transmission d'ATNC a partir d'organes riches en 
cellules lymphoides et une classification des tissus 
25 en fonction de ces risques a ete proposes par 
I'O.M.S. : WHO 1991. 

Grace a des modeles animaux particuliers, diffe- 
rentes publications rapportent la presence de prions 
transmissibles dans le placenta de brebis Infectees 
30 (PATTISON et coll., 1 972 et 1974), ainsi que dans le 
placenta, le plasma et les lymphocytes d'une patlente 
atteinte de CJD (TAMAI et coll., 1992), dans les 
concentres leucocytaires ou le sang total de patients 
atteints de CJD (MANUELIDIS et coll., 1985) ou de 
35 personnes en bonne sante (MANUELIDIS et coll., 
1993). Ces differents travaux et resultats n'ont pas 
ete confirmes par d'autres auteurs (BROWN et coll. 
1984) et les critiques emises au sujet des conditions 
experimentales, suspectes de contamination de labo- 
40 ratoire, demandent des confirmations prealables a 
toutes conclusions definitives. 

Quelle que soit la realite de ces risques et en I'ab- 
sence de diagnostic prealable de ces ATNC, le facteur 
de securite le plus flable pour I'avenir reside dans la 
45 qualite des precedes de purification et/ou deactiva- 
tion utilises dans la preparation des produits biologi- 
ques d'extraction. Aussi, il devient necessaire, sous 
la pression des autorites reglementaires et compte 
tenu des normes de securite mises en place, de pou- 
50 voir garantir I'efficacite de ces procedes en ce qui 
concerne leur capacite a eliminer les ATNC. En outre, 
les exigences de securite pour un produit dependent 
evidemment des risques associes a ce produit, mais 
aussi des benefices apportes aux patients. C'est ain- 
55 si que dans tous les cas ou le benef ice pour le patient 
n'est pas majeur, ou dans les cas ou des produits de 
substitution aussi eff icaces existent, les produits bio- 
logiques d'extraction devront fournir le maximum de 
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garanties. 

Les collagenes, d'origine humalne ou animate, 
qui sont utilises aujourd'hui en chirurgie dans de nom- 
breux biomateriaux, font partie de ces produits biolo- 
giques pour lesquels on recherche a garantir I'elimi- 
nation des prions. Les proprietes des collagenes per- 
mettent leur utilisation comme agents hemostati- 
ques, guides de reparation tissulaire, produits de 
comblement, adhesifs, lentilles corneennes, tissus 
reconstitues par des methodesde reticulation. L'inte- 
ret des collagenes est leur excellente biocompatibilite 
qui leur permet d'exercer la fonction recherchee, puis 
de disparaftre par resorption en quelques jours, quel- 
ques semaines ou quelques mois, en fonction de leur 
mode de reticulation. 

II estgeneralement admis que les collagenes ani- 
maux sont depourvus des risques de transmission 
d'ATNC, notamment pour les raisons suivantes : 

- ia peau ou les tendons de jeunes veaux qui 
sont utilises pour la preparation de collagene 
bovin (de type I principalement) n'ont jamais 
ete consideres comme vecteurs d'ATNC, y 
compris lorsqu'ils proviennent d'animaux ma- 
lades (WHO 1991); 

- les animaux sources de ces tissus proviennent 
d'elevages contrdles, indemnes de BSE, et 
sont soumis a des contrdles sanitaires rigou- 
reux. 

En outre, les tissus animaux utilises sont quel- 
quefois soumis a des traitements alcalins prealables, 
destines a I'elimination des poils de la peau et de cer- 
taines impuretes solubles dans ces conditions, en 
particulier des substances proteiques keratiniques et 
elastiques (brevet francais n° 1 568 829, Nov. 1967). 
Les auteurs precisent que les substances collageni- 
ques sont relativement intactes apres separation. 

Pour certaines preparations, la peau de jeune 
boeuf est soumise, avant tannage, a un trempage 
dans una solution aqueuse comprenant de la soude 
0,3 a 1,0 N avec 1 0 - 25 % (p/p) de sulfate de sodium 
et 0,05 - 0,3 M d'un compose amine a une tempera- 
ture de 15 - 25°C ; le temps d'action varie de quel- 
ques heures a plusieurs jours (brevet japonais n° 140 
582 de 1976, NIPPI Incorporated). Dans ces condi- 
tions, les auteurs aff irment que des produits destines 
a des applications medicates peuvent etre prepares 
a partir du collagene obtenu, de maniere a presenter 
un tres faible pouvoir antigenique en prolongeant le 
traitement alcalin et en favorisant la decomposition 
des telopeptides. 

De meme, le brevet americain n° 4 511 653 decrit 
la preparation de collagenes humains par traitement 
de tissus placentaires avec de la soude 0,5 M pendant 
48 heures a une temperature inferieure a 10°C. Un 
des avantages mis en avant par les auteurs est I'eli- 
mination des virus tels que I'hepatite B dans ces 
conditions alcalines. 

La demands de brevet francais n° 92 00739 de- 



crit un procede de preparation de collagenes par trai- 
tement alcalin de peaux animales par de la soude (ou 
de la potasse) a une concentration de 1 N pendant 0,5 
a 1,5 heures a une temperature ne depassant pas 30 
5 a 32°C, avant I' extraction du collagene. Les auteurs 
semblent etonnes qu'il n'y ait pas de modification de 
la structure helicoTdale du collagene ni de sa struc- 
ture moleculaire. lis aff irment aussi obtenir des fibres 
de collagene qui presentent uh pouvoir hemostatique 
10 1 ,5 a 2.5 fois superieur a des fibres de collagene ob- 
tenues par un procede ne se differencial que par 
I'absence de I'etape de traitement alcalin. 

II est generalement admis que les traitements al- 
calins sont eff icaces pour inactiver les ATNC. Le trai- 
ts tement par de la soude 1 N pendant 1 heure a 20°C 
est reconnu aujourd'hui comme Tune des rares solu- 
tions possibles pour la decontamination des produits 
biologiques. Ce traitement est d'ailleurs recommande 
par I'O.M.S. (WHO 1991) chaque fois qu'il est possi- 
20 ble. 

Cependant, I'efficacite de ce traitement soude 
depend des conditions experimentales et des sou- 
ches d'ATNC (extraits de cerveaux d'animaux infec- 
tes) uti Usees dans les modeles animaux. 

25 En effet, P. BROWN et coll., (1 984) decrivent une 
reduction d'infectivite de 5,5 iog10 DL50 d'une sou- 
che de CJD apres traitement par de la soude 0,1 N 
ou 1 N pendant 1 heure. Avec cette souche de CJD, 
aucune infectivite residuelle n'est detectable. 

30 P. BROWN et coll. (1986) decrivent egalement 
des reductions d'infectivite de plus de 5 Iog10 DL50 
pour une souche de CJD et plus de 6,8 Iog10 DL50 
pour une souche de tremblante de mouton apres trai- 
tement par de la soude 1 N pendant 1 heure. Aucune 

35 infectivite residuelle n'est detectable dans les deux 
cas. Une infectivite residuelle est observee dans le 
cas d'un traitement par de la soude 0,1 N. 

Tandis que Dl MARTI NO et coll. (1992) decrivent 
une reduction d'infectivite de 6 Iog10 DL50 pour une 

40 souche de tremblante apres traitement par de la sou- 
de 1 N pendant 1 heure a temperature ambiante, avec 
cependant une infectivite residuelle d6tectable dans 
I'echantillon contamine, traite a la soude et injecte 
non dilue. 

45 Face a cet etat de la technique, la deposante a 
voulu tester I'efficacite relative du traitement par 
NaOH 1 N pendant 1 heure a une temperature voisine 
de 20°C en particulier pour des collagenes d'origine 
placentaire. 

so Ce traitement a ete applique a un broyat de tissus 
placentaires contamines par un broyat de cerveau de 
souris infecte par la souche de tremblante de mouton 
NIH C 506/M3 au sixieme passage. L'animal d'expe- 
rience etait la souris C57B16. Apres traitement des 

55 tissus par 5 volumes de NaOH 1,2 N pendant une 
heure, les collagenes ont ete precipites par addition 
d'HCI jusqu'a pH voisin de 3 a +8°C. Le precipite ob- 
tenu a ete recueilli par centrifugation, puis soumis a 
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plusieurs lavages a temperature anibiante par un me- 
lange acetone-eau 80:20 v/v et enf In lavage par de 
I'acetone pure pour obtenir, apres sechage sous flux 
laminaire, une poudre collagenique. Cette poudre col- 
lagenique a ete digeree par de la collagenase, de ma- 
niere a obtenir une solution fluide, et injectee en to- 
talite par fractions de 20 ul a des souris par voie in- 
tracerebrale au niveau de I'hippocampe droit. 

Des essais ont ete realises en parallele sur des 
tissus contamines non soumis au tra'rtement alcalin 
servant de temoin positif, ou d'autres essais realises 
a partir de tissus placentalres non contamines ser- 
vant de temoin negatif. 

II a ete ainsi possible de condure que le traite- 
mentsoude 1 N applique pendant 1 heure a une tem- 
perature voisine de 20°C ne permet pas d'inactiver 
completement la souche de tremblante utilisee. Apar- 
tir d'un titre infectieux de depart de 10 8 DL50/g de 
broyat de cerveau, seule une inactivation d'environ 4 
log 10 DL50 a ete observee. 

Contrairement aux resultats anterieurs publies, 
plus optlmistes, II n'est done pas evident d'obtenlr, a 
partir de tissus volontairement contamines au pream- 
ble par des ATNC, des preparations de collagene 
completement debarassees des risques de presence 
residuelle d'ATNC. 

II est certain que ces resultats laissent planer un 
doute tres important sur la possibility de valider tes 
precedes de purification des collagenes, meme lors- 
qu'une etape de traitement alcalin est presente. 

Le but de la presente invention est de fournir un 
precede pour la preparation de collagenes, d'origine 
animale comme d'origine humaine, garantissant une 
elimination complete et f iable des ATNC. 

Le but de I' invention est encore de realiser une 
inactivation totale et f iable des ATNC tout en preser- 
vant la structure et les proprietes des molecules de 
collagene solubles. 

Un autre but de 1'invention est enf in de def inir les 
conditions optimales du traitement alcalin applique a 
des collagenes en solution. 

A cette fin, 1'invention a pour objet un precede 
pour la preparation de collagenes selon lequel on ex- 
trait les tissus collage nlques et on solubillse le colla- 
gene, le collagene etant soumis a un traitement alca- 
lin, caracterise en ce que, en vue de Termination des 
ATNC il comprend les etapes consistant a : 

- extraire les tissus collageniques ; 

- solubiliser le collagene ; 

- eliminer les debris tissulaires ou cellulaires 
presents dans la solution de collagene obte- 
nue ; 

- soumettre le collagene en solution a un traite- 
ment alcalin ; 

- isder le collagene exempt de risques de trans- 
mission d'ATNC. 

L'invention a egalement pour objet les composi- 
tions a base de collagene ou de ses derives obtenues 



par le precede precite, exemptes de risques de trans- 
mission d'ATNC ainsi que les biomateriaux realises a 
partir des collagenes obtenus. 

Les inventeurs ont decouvert, d'une maniere sur- 

5 prenante, que tout risque de contamination residuelle 
par des ATNC pouva'rt etre ecarte lors de la prepara- 
tion de collagenes, qu'ils soient d'origine animale ou 
humaine, d'une part, en eliminant les debris tissulai- 
res ou cellulaires presents avec le collagene preala- 

w blement a son traitement alcalin et d'autre part, en 
realisant ledit traitement alcalin dans des conditions 
speclfiques. 

Ainsi, selon l'invention, le problemede I'eff icacite 
et de la fiabilite du traitement deactivation des ATNC 

15 est resolu notamment en procedant, apres extraction 
des tissus collageniques selon des methodes classt- 
ques, a I'elimination des debris tissulaires ou cellulai- 
res par filtration sur une membrane de porosite infe- 
rieure ou egale a 1 ,2 u. ou par tout moyen convenable 

20 d'elimination des debris, par exemple centrif ugation, 
puis en procedant au traitement alcalin du collagene 
en solution. 

Cette etape de filtration impose, toutefois, de 
n'utiliser que des collagenes solubilises au prealable, 
25 soit par digestion enzymatique des liaisons covalen- 
tes reliant les chaTnes de collagene entre elles, soit 
par coupure alcaline de ces memes liaisons. 

II est essentiel de noter ici que les methodes de 
traitement alcalin des collagenes, connues jusqu'a ce 
30 jour, etaient toujours appliquees sur les tissus soli- 
des, puisque leur but etait, au mieux, de solubiliser 
partiellement ces collagenes et d'eliminer certaines 
Impuretes. 

En outre, les conditions de traitement a la soude, 
35 permettant d'inactiver les ATNC et, parallel erne nt, de 
preserver les proprietes de solutions de collagene, 
n'etaient pas encore connues. 

U n objectif important de l'invention est done d'as- 
surer I* inactivation eff icace des ATNC tout en preser- 
40 vant le plus possible la structure et les proprietes du 
collagene. 

Aussi, conformement a Tinvention, seul le traite- 
ment alcalin, applique sur une solution de collagene 
prealablement solubillse et filtre, permet d'eliminer 
45 toute trace d'ATNC, lorsqu'il y a eu contamination vo- 
lontaire du tissu collagenique initial. 

Le traitement alcalin conforme a l'invention 
consiste a ajouter, a une solution de collagene, de la 
soude dont la concentration est comprise entre 0,1 N 
so et 2 N et a laisser agir pendant environ 1 heure sous 
agitation, a une temperature de I'ordre de 20°C. 

Selon l'invention, on def Initavantageusementles 
conditions de traitement en fonction du type de col- 
lagene. 

55 Pour les collagenes de type I ou III en solution et 

prealablement f iltres a I'etat dilue sur membranes de 
porosite inferieure ou egale a 1,2 micron, les condi- 
tions de traitement alcalin sont avantageusement une 
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dur6e de 60 a 70 minutes, una temperature de 20°C 
±3°C et une concentration en soude comprise entre 
0,1 N et 2 N, de preference 1 N. Si I'on augmente la 
concentration en soude au-dela de 2 N, ou si I'on aug- 
mente le temps de contact au-dela de 2 a 3 heures. 
le point iso-electrique et la migration electro phoreti- 
que des molecules de collagene se modifient nette- 
ment. Les proprietes modif iees des collagenes ren- 
dent alors plus diff iciles certaines applications. 

Pour le collagene de type IV en solution et prea- 
lablement f iltre a fetat dilue sur membranes de poro- 
site inferleure ou egale a 1 ,2 micron, les conditions de 
traitement alcaiin sont avantegeusement une duree 
de 60 a 70 minutes, une temperature de 20°C ±3°C 
et une concentration en soude voisine de 0,1 N. Si 
I'on augmente le temps de traitement alcaiin ou la 
concentration en soude au-dela de 0.1 N, la viscosite 
des solutions de collagene IV diminue fortement et ne 
permet plus I'obtention de gels de viscosite suf f isante 
dans certaines applications. Pour des applications in- 
dependantes de la viscosite, un traitement par la sou- 
de 1 N est possible et apporte une garantle formelle 
supplemental de I'elimination des ATNC. 

Le collagene inactive est ensuite precipite et isole 
sous la forme desiree telle que par exemple poudre 
ou gel. 

Le collagene est ainsi obtenu selon une methode 
de preparation qui peut etre off iciellement validee au- 
pres des autorites reglementaires de la sante. 

Le collagene ainsi obtenu ne presente plus de ris- 
que de transmission d'ATNC meme en cas de conta- 
mination accidentelle des tissus collageniques. Sa 
structure helicoTdale et moleculaire est preservee. 
Ses proprietes telles que point iso-electrique ou en- 
core viscosite peuvent egalement etre preservees. 

Le collagene selon I'invention peut servir a la pre- 
paration de compositions de biomateriaux a usage 
medical ou chirurgical tels que produits injectables, 
produits hemostatiques, colles biologiques pour la 
liaison de tissus entre eux ou avec un biomateriau im- 
plante, produits de comblement, produits ticatri- 
sants, etc. 

L'invention sera mieux comprise a la lecture des 
exemples donnes cl-apres a titre lllustratif et non II- 
mitatif. 

EXEMPLES 

I - PREPARATION DE COLLAGENES 
INTERMEDIATES . 

Exemple 1. 

Des collagenes humains de type I, III ou IV sont 
extraits selon les methodes decrites dans la deman- 
de de brevet francais n° 85 13004, par digestion du 
tissu placentaire avec la pepsine, puis separation et 
purif ication des trois types de collagene par des pre- 



cipitations salines a pH acides et neutre. 
Exemple 2. 

? Du collagene bovin est prepare a partir de derme 

ou de tendons de jeunes veaux par le precede decrit 
dans la demande de brevet francais n° 81 22691 se- 
lon lequel le collagene est solubilise par action de la 

soude. . 

o Les peaux de veaux provenant d'animaux frah 
chement abattus sont lavees a I'eau par brassage 
pendant 1 heure dans une cuve. Le systeme plleux et 
le tissu sous-cutane sont separes du derme a I'aide 
d'une refendeuse a bande rotative. Le derme recupe- 

f5 re est hache et broye. Le broyat est lave par trois 
bains successifs de tampon phosphate pH 7,8. Entre 
chaque bain, le broyat est separe de la solution par 
centrifugation en continu entre 1000 et 4000 
tours/minute. Le residu est alors rince par deux bains 

20 successifs d'eau permutee et le liquide est separe du 
broyat par centrifugation. Ces premiers lavages ser- 
vent a eliminerdes substances non collageniques. Le 
tissu est alors place dans une cuve contenant une so- 
lution de soude 1 N a une temperature voisine de 

25 +4°C pendant une periode de 1 a 10 jours. Le milieu 
est ensuite acidif ie par I'acide chlorhydrique jusqu'a 
un pH inferieura 3, en ajoutantdu chlorure de sodium 
de maniere a atteindre une concentration de 100 g/l. 
Le collagene precipite estdialyse contre de I'eau per- 

30 mutee. 

Ce produit ayant subi une attaque alcaline pro- 
longee n'est pas prefere lorsque les proprietes elec- 
triques de la molecule de collagene doivent etre aussi 
proches que possible de I'etat initial, et compte tenu 

35 de I'heterogeneite des molecules obtenues (certaines 
etant des monomeres, d'autres des polymeres, d'au- 
tres des agregats insolubles, plus ou moins modifies 
en fonction des conditions tfaction plus ou moins im- 
portantes de la soude au niveau tissulaire). 

40 

Exemple 3. 

Du collagene bovin est prepare a partir de der- 
mes de jeunes veaux laves comme precedemment et 

45 soumis a une digestion par la pepsine en tampon aci- 
de citrique 0.05 M pH 2,4. U dose de pepsine est 
d'environ 40 g par kg de tissu collagenique. La duree 
de la digestion est de 60 heures environ a 1 7°C ±2°C. 
Comme dans les exemples precedents, le colla- 

50 gene solubilise est ensuite purifie par precipitation 
saline a pH acide et a pH neutre. Les separations de 
precipite s'effectuent par centrifugation en continu. 

II - INACTIVATION DE COLLAGENES 

55 

Exemple A. 

Les precipites obtenus selon les exemples 1 ,2 ou 
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3, de collagene humain ou bovin de type I ou III sont 
solubilises en acide citrique 0,05 M a une concentra- 
tion de 1 a 2 g/l. Apres dissolution pendant au moins 

6 heures, la solution obtenue est centrif ugee pour eli- 
miner les agregats insolubles puis f iltree sur mem- 
branes jusqu'a une porosite d'environ 1 ,2 micron (une 
porosite de 0,45 micron est preferable chaque fois 
qu'une sterilite bacteriologique est recherchee). 

La solution acide f iltree est additionnee de chic- 
rure de sodium a 41 g/l (il faut augmenter la teneur en 
chlorure de sodium a 1 00 g/l pour des collagenes pre- 
traltes longuement a la soude). Apres repos pendant 
une nuit a une temperature d'environ 10°C, le preci- 
pite de collagene est recupere par centrifugation en 
continu. Le precipite est redissout avec de I'acide 
chlorhydrique0,01 N a une concentration d'environ 8 
g/l. La solution limpide obtenue est neutralisee a pH 

7 par addition de soude 2 N. 

On ajoute 1 volume de soude 2 N a 1 volume de 
la solution collagen ique precedente et le melange est 
maintenu en agitation pendant 60 a 70 minutes a 
20°C ±3°C, ce qui donne une concentration finale en 
soude de 1 N. 

Le melange est ensuite dilue 5 fois avec de I'eau 
demineralisee et aussitft neutralise a pH 7,5 avec de 
i'acide citrique 1 M. Le collagene est precipite par 
ajustement a 100 g/l de Nad a 20°C a pH neutre, ou 
par ajustement a 41 g/l de NaCI a pH 2,8 et a 10°C. 

Le precipite de collagene est lave a I'acetone 
pour obtenir une poudre permettant la preparation de 
divers biomateriaux connus selon les methodes clas- 
siques. 

Example 5. 

Pour le collagene de type IV, on procede comme 
a I'exemple 4 a la seule difference que la concentra- 
tion finale en soude est reduite a une valeur de 0,1 N. 

Ill - TEST D'EFFICACITE DU PROCEDE SELON 
L'lNVENTION. 

Pour tester I'ef f fcacite du procede, on peut prepa- 
rer des collagenes a partir de dermes ou de placentas 
prealablement melanges avec un poids de 1/10° de 
cerveau de souris infectee par la souche de tremblan- 
te NIH C 506/M3 au sixieme passage et titrant environ 
108 DL50/g de broyat de cerveau. 

Les poudres acetoniques de collagene obtenues 
selon les exemples precedents sont digerees a la col- 
lagenase de maniere a obtenir une solution fluide non 
toxique pour le cerveau, et injectees en totalite par 
fractions de 20 uJ a des souris par voie intracerebrale. 
au niveau de I'hippocampe droiL 

On verifiera I'absence de symptomes d'encepha- 
lite aigue degenerative apres un recul de 18 mois, 
alors que les souris temoins sont toutes mortes. 
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Revendications 

1. Procede pour la preparation de collagenes dans 
lequel on extrait les tissus collageniques et on so- 
lubilise le collagene, le collagene etant soumis a 
un traitement alcalin, 

caracterise en ce que, en vue de I'elimination des 
ATNC, il comprend les etapes consistant a : 

- eliminer les debris tissulaires ou cellulaires 
presents dans la solution de collagene ob- 
tenue ; 

- soumettre le collagene en solution a un trai- 
tement alcalin ; 

- isoler le collagene exempt de risques de 
transmission d'ATNC. 

2. Procede selon la revendication 1 , caracterise en 
ce que les tissus collageniques sont d'origlne ani- 
mate ou humaine. 

3. Procede selon I'une quelconque des revendica- 
tions 1 et 2, caracterise en ce que I'on solubilise 
le collagene par digestion enzymatique. 

4. Procede selon Tune quelconque des revendica- 
tions 1 et 2, caracterise en ce que Ton solubilise 
le collagene par traitement alcalin prolongs des 
tissus collageniques. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendica- 
tions precedentes, caracterise en ce que 

pour eliminer les debris tissulaires ou cellulaires. 
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on f iltre la solution de collagene sur une membra- 
ne de porosite inferieure ou egale a 1,2 micron. 

6. Precede selon la revendication 5, caracterise en 

ce que la filtration est realisee sur une membrane 5 
de porosite d'environ 0,45 micron. 

7. Procede selon Tune quelconque des revendica- 
tions precedentes, caracterise en ce que I'on sou- 
met le collagene en solution debarasse des de- 10 
bris tissulaires ou cellulaires a Taction de la sou- 

de a une concentration comprise entre 0,1 N et 
2 N pendant environ 1 heure a une temperature 
de I'ordre de 20°C. 

15 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en 
ce que pour du collagene de type I ou III, on utilise 
de la soude de preference a une concentration 
d'environ 1 N. 

20 

9. Procede selon la revendication 7. caracterise en 
ce que pour du collagene de type IV, on utilise de 
la soude a une concentration d'environ 0,1 N. 

10. Collagene, sous forme de poudre ou de gel, ob- 25 
tenu par le procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 9. 

11. Biomateriau realise a partir de collagene obtenu 
parle proced6 selon I'une quelconque des reven- 30 
dications 1 a 9. 
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